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橡胶树胶乳中橡胶粒子凝集相关蛋白研究进展
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（1． 中国热带农业科学院 橡胶研究所，农业部橡胶树生物学重点开放实验室，

省部共建国家重点实验室培育基地———海南省热带作物栽培生理学重点实验室，海南 儋州 571737；
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摘　要：排胶时间是限制天然橡胶产量的关键因子之一，而乳管伤口堵塞物的形成决定着排胶时间的长短。
橡胶粒子凝集与乳管伤口堵塞物的形成密切相关，其凝集过程主要受胶乳中的蛋白质调节。 笔者综述橡胶
粒子凝集相关蛋白的研究进展，旨在为橡胶树乳管堵塞机理的研究及排胶相关分子标记的研发提供参考
资料。
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自然界有近 1 000 种植物能产生天然橡胶，但是，全球所需天然橡胶的绝大部分来自巴西橡胶树（He-
vea brasiliensis Muell． Arg． ）［1］ 。 人们通过周期性切割橡胶树树干树皮（即割胶）获取贮存在乳管细胞中的
胶乳。 胶乳是乳管细胞的细胞质，经超速离心后分为 3 层，上层为橡胶粒子，中层为 C －乳清，下层为黄色
体［2］ 。 胶乳经过凝固和加工，制成天然橡胶。 在排胶过程中，被切割的乳管在其伤口末端形成堵塞物而
阻止胶乳的流出，这既是橡胶树的一种自我保护机制，也是限制天然橡胶产量的关键因素［2］ 。 因此，关于
乳管伤口堵塞物形成及其调节机制是一个倍受关注的，在天然橡胶生产中面临的重大理论问题［3］ 。
Southorn（1968）借助电子显微镜在停止排胶的乳管伤口处观察到凝固的橡胶粒子和破裂的黄色体，认为
乳管伤口的堵塞是胶乳凝固（形成橡胶凝块）的结果，在本质上与胶乳的体外凝固相同［4］ 。 人们普遍接受
了这种观点，并利用胶乳体外凝固实验系统开展乳管堵塞机理的研究，提出了各种假说，如“电中和”假
说［4］ 、“酶”假说［5 － 6］和“凝集素”假说［7 － 8］ 。 其中，比较有说服力的是“凝集素”假说。 根据“凝集素”假
说，橡胶凝块的形成分为 2 个阶段，首先是橡胶粒子凝集，然后是凝集的橡胶粒子破裂形成橡胶凝块［7］ 。
为此，人们开展了从胶乳中分离鉴定与橡胶粒子凝集相关蛋白质的研究。 笔者对这方面的研究进展进行
了综述，旨在为橡胶树乳管堵塞机理的研究及排胶相关分子标记的研发提供参考资料。
1　黄色体中橡胶粒子凝集相关蛋白

黄色体是乳管细胞特有的细胞器，本质上是一种分散性液泡 －溶酶体小泡，直径通常在 0． 5 ～ 3 μm
之间，包被 1 层厚约 8 nm的单位膜［9 － 10］ 。 新鲜胶乳高速离心后，黄色体存在于底层的灰黄色沉淀部分，
占胶乳鲜质量的 15％ ～30％，占胶乳体积的 10％ ～20％ ［11］ 。 黄色体对渗透压很敏感，在低渗条件下容易
破裂。 冻融的黄色体经高速离心后的上清液称为 B －乳清，其中含有大量可溶性蛋白质。 黄色体与胶乳
凝固密切相关［12 － 13］ 。
1． 1　B －乳清中橡胶粒子凝集相关蛋白　B －乳清中有 3 种主要的蛋白质，即橡胶素、几丁质酶和 β － 1，
3 －葡聚糖酶。 橡胶素和几丁质酶被证明与橡胶粒子凝集有关［7］ 。



橡胶素占 B －乳清蛋白质的 70％左右［3］，是一种由 43 个氨基酸组成的单链蛋白，富含半胱氨酸和甘
氨酸，分子质量 4． 7 kDa［14］ 。 Broekaert 等（1990）克隆了编码 20 kDa 橡胶素前体的 cDNA，该橡胶素前体
的 N端区域与麦胚凝集素和几种几丁质结合蛋白同源［15］ 。 在黄色体中，20 kDa 橡胶素前体被加工成橡
胶素（即橡胶素前体的 N端区域）和 14 kDa蛋白（即橡胶素前体的 C －端结构域）2 种蛋白质。 橡胶素是
一种几丁质结合蛋白［15 － 16］，而 14 kDa蛋白与橡胶素前体进入黄色体有关。 橡胶素是一种典型的凝集素，
在 Ca2 ＋存在的条件下，它与橡胶粒子膜上的一种 22 kDa糖蛋白的 N －乙酰 －葡糖胺结合，促进橡胶粒子
凝集［7］ 。

几丁质酶占 B －乳清蛋白质的 20％左右，有 7 种同工酶，其中，1 种为酸性几丁质酶，6 种为碱性几丁
质酶（即橡胶胺）［17］ 。 几丁质酶水解 N －乙酰 －葡糖胺分子间的 β － 1，4 －糖苷键。 用几丁质酶处理橡胶
粒子可除去 22 kDa糖蛋白的 N －乙酰 －葡糖胺分子，同时抑制由橡胶素介导的橡胶粒子凝集［7］ 。 橡胶树
在受乙烯利（一种天然橡胶产量刺激剂）刺激后排胶时间延长，此时，胶乳中几丁质酶基因上调表达，22
kDa蛋白质的 N －乙酰 －葡糖胺显著减少［7］，说明在乳管细胞中几丁质酶也是橡胶粒子去凝集的重要
因子。
1． 2　黄色体膜上橡胶粒子凝集相关蛋白　新鲜胶乳超速离心后分为 3 层：上层为橡胶相，中层为 C －乳
清，下层为黄色体（占优势的沉淀）。 如果胶乳在室温放置 2 h 再超速离心，只出现 2 层：上层的橡胶相和
下层的 C －乳清，而原来的底层黄色体组分完全消失［18］ 。 很显然，消失的黄色体组分一部分进入 C －乳
清，另一部分进入橡胶相。 最近，泰国学者 Wititsuwannakul 等人（2008）从黄色体膜上分离到一种与几丁
质有高亲和性的凝集素蛋白，称之为 HLL（Hevea latex lectin-like）蛋白，能凝集兔红细胞［19］ 。 天然 HLL蛋
白的分子质量 276 kDa，但在 SDS-PAGE条件下，分子质量为 17 kDa，说明 HLL 是一个由 16 个 17 kDa 蛋
白亚基组成的同源多聚体，该蛋白对兔红细胞的凝集活性是橡胶树树皮凝集素的 16 倍［19 － 20］ 。 他们发明
了 1 种基于染料结合法的检测橡胶粒子体外凝集的技术，证明 HLL蛋白专一性凝集橡胶粒子［19］ 。
2　橡胶粒子膜上橡胶粒子凝集相关蛋白

橡胶粒子的膜是半个单位膜［21］ 。 根据其大小，橡胶粒子分为大橡胶粒子（直径一般大于 0． 4 μm）和
小橡胶粒子（直径一般小于 0． 35 μm）2 种，其中，95％的橡胶粒子是小橡胶粒子。 在橡胶粒子的膜上有一
种高含量的 24 kDa蛋白质，称之为小橡胶粒子膜蛋白［22］或 Hev b3 胶乳过敏原蛋白［23 － 24］ 。 最近，Wititsu-
wannakul等对这种蛋白质的生物化学性质及其在橡胶粒子凝集中的作用进行了深入研究［25］ 。 24 kDa 蛋
白质能结合黄色体膜上的 17 kDa蛋白质（HLL），称之为 RP-HLLBP（rubber particle-HLL binding protein）。
RP-HLLBP对 HLL蛋白介导的兔红细胞凝集有很高的抑制活性。 天然的 RP-HLLBP主要以同源五聚体，
少量以同源六聚体的形式存在，并且在等电聚焦条件下，也分为 1 条主带（pI 5． 2）和 1 条次带（pI
6． 0）［25］ 。 在用 Triton X-100 提取的橡胶粒子膜蛋白中，只有 RP-HLLBP是糖基化的，含有 4． 25 ％的中性
糖，几丁质酶处理使其完全丧失对 HLL介导的兔红细胞凝集的抑制活性，表明 RP-HLLBP 蛋白的糖基侧
链含有 N －乙酰 －葡糖胺残基［25］，也说明它与 Gidrol等报道的 22 kDa蛋白质［7］是同一种蛋白质。
3　C －乳清中橡胶粒子凝集相关蛋白

最近，在 C －乳清中分离到一种能与黄色体膜上的橡胶凝集素（HLL）结合的蛋白质，称之为 CS-
HLLBP（C-serum HLL binding protein）［8］ 。 纯化的 CS-HLLBP在 SDS-PAGE条件下，分子质量为 40 kDa，在
凝胶过滤条件下，分子质量为 204 kDa，说明天然的 CS-HLLBP是以同源多聚体的形式存在的。 CS-HLLBP
是一种酸性蛋白，等电点为 4． 7，与报道的 C －乳清中的一种 α －球蛋白相似［26］ 。 这种 α －球蛋白容易吸
附在橡胶粒子表面，推测与维持橡胶粒子的胶体稳定性和防止胶乳凝固有关。 CS-HLLBP 与黄色体膜上
的 HLL蛋白的亲和力是 RP-HLLBP 的 6 倍，因此，它通过与橡胶粒子膜上的 RP-HLLBP 竞争结合黄色体
膜上的同一位点（HLL）而抑制橡胶粒子凝集。 几丁质酶处理的 CS-HLLBP 完全丧失这种抑制活性。 CS-
HLLBP的活性与每割次的胶乳产量和干胶含量都显著正相关［8］，有可能作为筛选高产（或排胶能力强）
的橡胶树无性系或野生橡胶树种质的一个分子参数，辅助橡胶树的杂交育种。
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4　橡胶粒子凝集相关蛋白对橡胶粒子凝集的作用机理

目前，从橡胶树的胶乳中只鉴定了上述 4 种与橡胶粒子凝集相关的蛋白质。 关于这些蛋白质对橡胶
粒子凝集的作用机理有 2 种观点。 法国学者 Gidrol 等人［7］认为，黄色体破裂后将 Ca2 ＋ 、橡胶素和几丁质
酶释放到 C －乳清中，在 Ca2 ＋存在的条件下，橡胶素与悬浮在 C －乳清中的橡胶粒子的 22 kDa膜蛋白（即
小橡胶粒子膜蛋白）的 N －乙酰葡糖胺结合，使橡胶粒子交联在一起，导致橡胶粒子凝集。 几丁质酶通过
水解 N －乙酰葡糖胺之间的 β － 1，4 －糖苷键，使 22 kDa蛋白脱糖基化，从而解除橡胶粒子之间的交联，维
持胶乳胶体性质的稳定性（图 1）。

图 1　橡胶素和几丁质酶调节橡胶粒子凝集的模型 ［7］

　　泰国学者 Wititsuwannakul等［8］认为橡胶素分子太小，靠其凝集的橡胶粒子不容易形成大的橡胶凝块
复合物。 此外，促进橡胶粒子凝集的 24 kDa蛋白质（即 RP-HLLBP）和抑制橡胶粒子凝集的 CS-HLLBP在
几丁质酶处理后都完全丧失活性。 因此，他们提出了另一个观点解释橡胶粒子的凝集机理（图 2）：黄色体
膜破裂后，暴露其膜内测的 HLL蛋白位点，橡胶粒子膜上的一种 24 kDa蛋白质通过与 HLL蛋白结合而聚
集在黄色体膜碎片上，导致橡胶粒子凝集。 在黄色体膜上凝集的橡胶粒子容易形成较大的橡胶凝块复合
物，有利于堵塞乳管伤口。 另一方面，在 C －乳清中的 CS-HLLBP 通过与小橡胶粒子的 24 kDa 膜蛋白竞
争结合黄色体膜上的同一位点（HLL）而抑制橡胶粒子凝集。

图 2　黄色体膜和 C －乳清蛋白调节橡胶粒子凝集的模型 ［8］

5　结语与展望

以往体外检测橡胶粒子凝集都采用比色法，即在 600 nm 波长下测定反应体系在不同时间段的 OD
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值［7］ 。 这种方法检测的结果不稳定，而且也没有形成完善的操作流程［19］ 。 所以，在 1994 年后的 10 多年
时间里，仅从橡胶树的胶乳中鉴定了 2 种与橡胶粒子凝集相关的蛋白质（橡胶素和几丁质酶）。 2008 年，
Wititsuwannakul等人发明了一种基于染料结合法的体外检测橡胶粒子凝集的技术［19］，并从黄色体膜上和
C －乳清中分别鉴定了 1 种促进橡胶粒子凝集的蛋白质（HLL）和 1 种抑制橡胶粒子凝集的蛋白质（CS －
HLLBP），说明在胶乳中可能还存在未被鉴定的与橡胶粒子凝集相关的蛋白质。 从胶乳中分离鉴定与橡
胶粒子凝集相关蛋白质的意义在于：（1）揭示乳管伤口堵塞物形成和调节机制，为开发新型的排胶促进剂
提供理论基础。 自 19 世纪 70 年代初发现乙烯利刺激显著增加天然橡胶产量以来，在天然橡胶生产中一
直使用这种单一的刺激剂。 乙烯利的应用一方面大幅度提高了世界天然橡胶的产量，另一方面也给天然
橡胶生产带来了日益明显的负面效应，如橡胶树死皮和树皮衰老等。 因此，新型刺激剂的研发已刻不容
缓；（2）开发与产量或排胶能力相关的分子标记，辅助橡胶树的杂交育种。 例如，C － 乳清中的 CS －
HLLBP的活性与每割次的胶乳产量和干胶含量显著正相关［8］，有可能作为筛选高产或排胶能力强的橡胶
树无性系或野生种质的一个分子标记。

郝秉中等人用电子显微镜观察了刚停止排胶的乳管伤口的超微结构，并在乳管伤口的堵塞物中发现
一个蛋白质性质的网状结构（称之为“蛋白质网”）和由完整的橡胶粒子组成的聚集物，但没有观察到橡胶
凝块［27］ 。 过去在乳管伤口堵塞物中只观察到橡胶凝块的主要原因是采样时间相对延后，不是在胶乳停排
后马上采样［3，13］，这样就导致橡胶粒子破裂形成橡胶凝块。 这一发现表明，乳管伤口堵塞机理与胶乳体外
凝固机理在本质上是不同的。 乳管伤口堵塞物中的蛋白质网的成分是什么？ 这些蛋白质之间是怎样相
互交联的？ 蛋白质网与橡胶粒子和黄色体膜之间是怎样相互作用的？ 胶乳中是否还存在其他与橡胶粒
子凝集相关的蛋白质等诸多问题的阐明，将有助于全面揭示乳管伤口封闭的生物化学机理。
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Progresses of Isolation and Characterization of Proteins Related
to Rubber Particle Aggregation in Latex of Rubber Tree

（Hevea brasiliensis Muell． Arg． ）

XU Xiao-mei1，2，SHI Min-jing1，WU Ji-lin1，HAO Bing-zhong1，TIAN Wei-min1
（1． Key Laboratory of Rubber Biology of Ministry of Agriculture ／ State Key Laboratory Incubation Base

for Cultivation and Physiology of Tropical Crops，Rubber Research Institute，CATAS，Danzhou 571737，China；
2． College of Agriculture，Hainan University，Danzhou 571737，China ）

Abstract： Duration of latex flow after tapping is a crutial factor that limits rubber yield，which is mainly deter-
mined by the plugging formation at the end of severed laticifers． The protein in latex plays an important role in
the regulation of rubber particle aggregation，which is closely associated with the plugging formation． In order to
provide clues for elucidating the mechanism by which the severed laticifers are plugged and for exploring molecu-
lar markers applied in predicting the yield potential and ability of latex flow of clones or wild germplasms of rub-
ber tree in Hevea breeding program，the progresses of the isolation and characterization of proteins related to rub-
ber particle aggregation in latex were reviewed．
Key words：Hevea brasiliensis Muell． Arg． ；rubber particle aggregation；lutoid；rubber particles；C-serum
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